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シ ク ロ ス ポ リ ソ A くcyclosporin A， CsAl は， 免疫抑制作用 の み な らず ， 下垂体， 副腎皮質 ， 畢丸 ， 膵 ラ 氏島な どの 内分
泌器官 に も作用 し ， そ れ らの 故能 に 影響を及ばす こ と が知 られ て い る ． 本研究で ほ ， CsA の 下垂体細胞 に おける プ ロ ラ ク チ ソ
くprola ctin， PR Ll 放出お よび 産生に 及 ぼす影響を知る 目的で ， 培養 ラ ッ ト下垂体腫瘍細胞株 G H3細胞に 対す る同薬剤の 直接作
用に つ き検討 した ． 飽和状態の G H3 細胞を 種々 の 濃度の CsA に て24時間培養 した と こ ろ ． 培地内 PR L含量は CsA 非存在
下に 比 して ， 1 00ngノml CsA で は 71．5％くpく0．0り， 2000ngノml CsA でほ 54L2 ％くpく0．0005Jと 用量依存性 に 抑制 さ れ た ． 一
方 ， CsA に よ り細胞内 P R L含量に は有意な変化 ほ認め られ なか っ た ． CsA の P R L分泌抑制作用 は 100ngノml CsA 添加後
12時間以降で有意 で あ っ た ． また ， 1 00ngノml CsA 存在下で24時間培養後に CsA を除去 し， さ らに 培養 した細胞で は ， P R L
分泌能は CsA 非添加対照と同程度ま で回 復 した こ と よ り ， CsA の P R L分泌抑制作用 ほ可 逆性 の 変化であ ると考 え られ た ．
次 に ， 種 々 の P R L分泌 刺激 ， すな わ ち 甲状腺刺激 ホ ル モ ン 放 出ホ ル モ ン くthyr otr opin－rele asinghor m o n e， T R Hl， 血管作動性
腺 ペ プチ ドくv a so a ctiv eintestin alpeptide， V IPl， ホ ル ポ ー ル エ ス テ ル く12－0－tetradec a n oyトphorboト1 3－a C etate ， T P Al， ジ ブチ
リ ル サ イ ク リ ッ ク A MPくN6． 02
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－m O n OPhosphate． Bt2CAMPl， カ ル シ ウ ム イ オ ノ フ ォ ア くA 231 87I
等を加 えた 場合の G H3細胞 の P R L放出あ るい は生合成に 対 して ， CsA がい か な る影響を及 ぼすか に つ い て 検討した ． T R H，
VIP， T P A， Bt2 CA M P， A 23187の P R L放出促進効果に 対 して は ， CsA は特 に 影響 を及 ぼ さ な か っ た ． 一 方 ， T R H， VIP，
T P A， Bt2CA M Pに よ り誘導 され る P R L生合成は ， 明 らか に CsA に よ り抑制 され た ． P R LmR N Aに 相補的な オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ドプ ロ ー ブを 用 い た ノ ー ザ ン プ ロ ッ ト ハ イ プリ ダイ ゼ p シ ョ ン では ， CsA に よ り P R Lm R N Aの 発現量 は 減少す る こ と が
示 された ． 以上 よ り ， CsA は P R L遺伝子の 発現を抑制す る こ と に よ り P R Lの 生合成を低下させ ， そ の 結果と して G H3細胞
の PRL 分泌を低下させ るもの と考 え られ た ．
Key w ords cyclospo rin A， pr Olactinsynthe sis， Pr Ola ctin r ele a se， pr Ola ctin m R N A， G H3 Ce11
シ ク ロ ス ポ リ ン Aくcyclosporin A， CsAlは ， 真菌の 一 種 で あ
る rogッタOCgddf祝m f乃ノZd亡祝 m Gd m Jか ら抽出され た11個 の ア ミ
ノ 酸か らな る分子量1203の 環状 ポ リ ペ プ チ ドで あり
り
， 強 力な
免疫抑制効果を有す る こ と か ら ， 臓器 移植に おけ る拒絶反応予
防213や ， 難治性 ネ フ ロ ー ゼ 症候群押上 l型糖尿病 即I ， ベ ー チ ェ ッ
ト 病8Iなどの 治療 に 用 い られ て い る ． CsA は， ヘ ル パ ー T細胞
に おけ るイ ン タ ー ロ イ キ ン 2くinterle ukin 2，II．－21 遺伝子の 転写
を抑制す る こ と に よ り免疫抑制効果 を発揮する こ とが 知 られ て
い た9I10I が ， 1 98 4年 ， CsA が最初に 作用す る細胞内標的蛋白質，
シ ク ロ フ ィ リ ン くcyclophilin，CyPIが 同定 され た こ とに よ り ， 同
薬剤の 作用機序に 関する研究に 急速 な進展 が見 られ た
1り
． す な
わ ち ， CsA は CyP と複合体を形成 し， Ca
2十
と カ ル モ ジ ュ リ ソ
の 存在下に CsA －CyP 複合体は カ ル モ ジ ュ リ ン 依存性 の 蛋白質
脱リ ン 酸化酵素で ある カ ル シ ニ ュ ー リ ソ くc alcin e u rinl に 結 合
し， そ の 脱リ ン 酸化酵素活性を阻害す る埼13I． カ ル シ ニ ュ ー リ ン
平成 6年 3月29日受付 ， 平成 6年4月1 9 日受理





－dibutyryl ade n osin e
の 基 質で あ る 転写因子 くn u cle arfa ctor of activated Tc ells，
N F－A Tl は ， 脱リ ン 酸化が う け られ ず核内 へ の 移行 が阻害 さ
れ 1 そ の 結果 1 し2遺伝子 の 転写が抑制さ れ る こ と が 明 ら か と
な っ て きた 棚
1 51
． 興味深い こ とに ， CyP およ びカ ル シ ニ ュ ー リ
ン ほ免疫担当細胞だけ で な く， 神経細胞や ， 脳下垂体 ， 副腎等
の 内分泌細胞 に も存在する こ と が分か っ て お り ， それ らの 蛋白
が免疫系以外 の 細胞で も何らか の 生理 的機能 を担 っ て い る可能
性が考 え られ る16 卜 1
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， 膵 ラ 氏島月細胞に お ける
イ ン ス リ ソ 分泌の 抑制23プ等 ， 各種内分泌機能に も影響を 及 ぼ す
こ と が報告 され て い る ． 著者も， CsA 投与中に 著明な性腺機能
低下を生じた 症例を経験 し紬 ， ま た ， CsA 投与 ネフ ロ ー ゼ 症候
群患者に お い て ， CsA の 下垂体ホ ル モ ン 分泌に 及ぼす影響を検
討 した 結果 ， 甲状腺刺激ホ ル モ ン くthyr otr opin， T S叩 ， プ ロ ラ





－ m OnOphosphate三 CsA， CyClosporin Ai CyP，
CyClophilin ニ D A G， dia cylglyc erolニ E D T A， ethyle n edia min etetraac etic a cid3 F S H， follicle stim ulating hor moneニ
Iし2， interleukin 2ニIP3， in ositoltriphosphateニ L H， 1uteinizing hor mon eニ N F
－ A T， n u Cle arfa ctor of activ ated T
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く1uteinizing hor m o n e． L Hl お よ び 卵胞刺激 ホ ル モ ン くfollicle
Stim ulating ho r m o n e， F S用 の 低下憤向が認め られ た こ と を 報
告 して きた25－ ． しか し， こ れ まで の 報告は すべ て ， 生 体 内で の
検討結果 で あり ， CsA の 内分泌細胞に 対す る直接作用 を検討 し
た報告は少ない ． そ こ で 本研究 で ほ ， 培養 ラ ッ ト下垂体腫瘍細
胞株 G H3細胞を 用い ， CsA の 下垂体細胞に お け る P R L放出お
よび産生に 及ぼす直接的影響の 有無 に つ い て 検討 を行 っ た ．
材料お よび方法
王 ． 試 薬 類
CsA ほサ ン ド薬品く東京コよ り供与を受けた ． rT－
32
pコA T Pく比
活性 3000 Ciノm m棚 は ア マ シ ャ ム ー ジ ャ パ ン く東京ンの 製品を用
い た ． ノ ニ デ ッ ト P－40， ホ ル ポ
ー ル エ ス テ ル く1 2－0－tetrade c－










－ m O n Ophosphate，
Bt2CAMPl， カ ル シ ウ ム イ オ ノ フ ォ ア くA 23187 ， ト リ バ ン プ
ル ー は Sigm aくSt． Louis， U S Al 製を用 い た ． 甲状腺刺激 ホ ル モ
ン 放出ホ ル モ ン くthyrotropin－rele asingho r m o n e， T R Hlお よび 血
管作動性腺 ペ プ チ ドくv a so a ctiv eintestin alpeptide， VIPJほ ペ プ
チ ド研究所く箕面Iよ り購入 した ． こ れ 以外 の 試薬 で 特に 会社名
の 記載の ない も の は い ずれ も和光純薬く大阪1の 製品を用い た ．
工 ． 細胞培養
培養 ラ ッ ト 下 垂体腫瘍細胞株 G H3 細 胞 ほ ， 1 9 6 8年 に
Ta shjia n らに よ り樹立 された 細胞棟 であ り26J ， 成長 ホ ル モ ン
くgr o wth ho r m one， G Hトお よび P R Lを塵生 ， 分泌す る こ とが 知
られ て い る釘， ． こ の 細胞 を1 2穴培養 プ レ ー ト に 1 穴 あ た り
2xl O
5
個 の 密度と な る よ うに 播種 し ， 15 ％ ウマ 血 清 くG工B C O，
New Yo rk， U S Al， 2－5 ％牛胎仔血清 くGIB COl お よ び 50 Uノml
ペ ニ シ リ ン と 50m gノml ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 含 ん だ ハ ム
ト10培地くG工BC Ol で培養 し， 飽和状態に 達 した後 ， 以下の 実
験 艦 供 した ．
皿 － CsA の P R L分泌に対す る影響
1 ． 各種 CsA 濃度に おけ る培地中 へ の P R L分泌に 対す る効
果
CsA は非親水性 で あるた め ， エ タ ノ ー ル に て 溶解 し実験 に 用
い た ． また ， 対照と して エ タ ノ ー ル を 用 い た ． 1， 10， 50， 1 00，
500，1000，2000ngノmlの CsA 存在下あるい ほ非存在下 に て24時
間培養後 ， 培地中の P R L含量 を測定 した ．
2 ． 各種 CsA 濃度に お け る細胞内 P R L含量に 及 ぼ す効果
1， 10， 50， 100， 500， 1000， 200ngノml の CsA 存在下あ るい は
非存在下に て24時間培養乳 培地を採取 し， 細胞を ノ ニ デ ッ ト
P－40存在下に 可 溶化後J 超音波破砕処軋 ア ル カ リ処理 等に よ
り細胞内 P R Lを抽出 しくW alker ら の 方法28り， 細胞 内 P R L含
量 を測定 した ． ま た 細胞内蛋白量 を市販の 蛋白定量 キ ッ ト
くB CA Pr otein as s ay r e age nt， Pierce ，Ro ckford， U S AJを 用 い て
定量 した ．
3 一 培地中 へ の P R L分泌に及ぼす CsA の 時間的効果
1 00nglml CsA 存在下ある い は 非存在下 に て 4 ， 8 ， 1 2，
24， 36， 48時間培養 した 際の 培地中の P R L含量を測定 した ． ま
た ， CsA の P R L分甚酎こ及ぼす影響が 可逆性を有する か 否か を
C e11si P B S， phosphate－buffered salin eニ P R L， prOlactin3
検討す る 目 的で 以下 の 実験 を行 っ た ． す な わ ち ， 100ngノml
CsA 存在下ある い は非存在下で24時間培養 した 乳 培地を除去
し， 燐酸緩衝生理食塩水くpho sphate－buffered saline，P BSいこて
2回洗浄乳 新 た に CsA を含 ま な い 培地 に て24時間 ごと72時
間ま で培養 し， 各24時間 ごと の 培地中 へ の P R L分泌量を測定
した ．
4 ． ラ ッ ト P R Lの 測 定
ラ ッ ト P R Lの 測定は ， 市販 の ラ ッ ト プ ロ ラ ク チ ソ 円 け ッ
セ イ シ ス テ ム くア マ シ ャ ム ． ジ ャ パ ン1 を用 い て 測定 した ． 本
ア ッ セ イ シ ス テ ム の 感度は 0■7ngノml で あり ， 測定内変動係数
は 3．2 ％， 測定 間変動係数 は 7．9へ ■8．1 ％ で あ っ た ．
5 ． CsA の G H3細胞 に 対す る細胞毒性 の 有無 の 検討
CsA の G H3 細胞に 対す る細胞毒性 の 有無 に つ い て ， 1 00ngノ
ml ま た は 2，000ngノmlの CsA 存在下ある い は非存在下に て24
時間培養 した 軋 培地を除去 し， P BS で 細 胞表面 を洗浄 した
後1 トリ プ シ ンノエ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢酸くethyle n ediamin etet－
ra a c etic a cid， E D TAJ液くGI B C OI を用 い ， 細胞を 遊離 させ細胞
浮遊液を作成 し， ト リ バ ン プ ル ー を 用 い た 色素排除法細 に よ
り ， 生細胞 の 割合を算出 した ．
N ． 各種 P RL 放出刺激に対する CsA の影響
CsA の 作用幾序を さ らに 検討す る 目的で ， ま ず ， 細胞 内貯蔵
P R Lの 放出 レ ベ ル に 対す る CsA の 影響に つ い て 以下 の 実験を
行 っ た － すな わ ち ， 100ngJml CsA 存在下ある い ほ非存在下に
て 5分間培養 した 軋 各種 PR L放出刺激薬剤を投与 し， 30分
間培養後 に培地内に 放出され た P R L量を測定 した ． P R L放出
刺激薬剤 と し て ， 0．2m M T R H， 0．2m M VIP， 1 00nM T P A，
0．5mM Bt2 CA M Pお よ び 40m M A 231 87を 用 い た ．
Y 一 各種 P R L生合成刺激作用に対す る CsA の影響
次に ， CsA が P R L生合成 に 及 ぼ す影響に つ い て 検討 した ．
すなわ ち ， 1 00ngノml CsA 添加ある い ほ 非添加培地 に ， 同時に
各種 P R L生合成刺激作用を有する薬剤 を加 え ， 24時間培養 し
た軋 培地中の P R L含量 を測定 した ． P R L生合成刺激薬剤と
して ， 0．2mM T R H， 0．2m M VIP， 1 00nM T P A およ び 0．5mM
Bt2CAM P を用い た ． ま た ， CsA の 前処置 に よ り ， そ の 後 の
P R L生合成系 が影響を受け るか 否か に つ き 以下 の 実験 を行 っ
た ． す なわ ち， あらか じめ 100ngノml CsA 存在下あ るい は非存
在下に て24時間培養後 ， 一 旦培 地を 除去 し， P B Sに て細胞を 3
回 洗浄 した 後 ， 新た に 100ngノml CsA 添加 あ るい ほ非添加培地
を 加え ， 同時 に 各種薬剤を添加 さ せ ， 5時間後に 培地 を採取し
P R L含量を測定 した ．
VI． ノ ー ザン くNo rthernJ 法に よ る R N A解析
対数増殖期に ある G H，細胞に 100ngノml CsA 添加あるい は非
添加 し ， 24時間培養 した後 に 培地を除去 し， チ オ シ ア ン 酸グ ア
ニ ジ ン ー フ ェ ノ ー ル ク ロ ロ ホ ル ム くa cidgu a nidin u m thiocya n a－
te－phe n ol－ Chlorofor mI 法
30
りこ よ り総 R N Aを抽出 した ． すなわ
ち ， D 液く4 M グ ア ニ ジ ン チ オ シ ア ン 酸 一 0．5 ％N－ ラ ウ オ イ ル サ
ル コ シ ソ 酸 ナ ト リ ウ ム ， 25m M ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム くpH 7．OI，
0．1M 2－ メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ルI50恥l に より細胞 を溶解 し
チ ュ ー ブに 移 し変え た ． 2 M 酢酸 ナ トリ ウ ム くpH 4．0う50止 水
飽和フ ェ ノ ー ル 500れ ク ロ ロ ホ ル ム イ ソ ア ミ ル ア ル コ ー ル
S D S， S Odiu m dode cyl s ulfateニ S SC， Standard s aline
Citrate3 S S P E， Standard sal ine phosphate E D T A bufferニ T PA， 12－ 0－tetrade c a n oyl－phorboト13－ a C etateニ T R H，
thyrotropin－releasing hor m o n e3 T S H， thyrotropinニ VIP， V a SO a Ctiv eintestin alpeptide
シ ク ロ ス ポリ ソ A の プ ロ ラ ク テ ン 産生抑制効果
10恥1 を順次加え ， 添加 ご と に1 0秒以上 か けて よく混和 し ， 1 5
分間水冷後 ， 4 てで 1 0000Xg， 20分間遠心 した ． 遠心 後 氷層
く上J酎を別の チ ュ ー ブ に 移 し， 再び 上 記の フ ェ ノ
ー ル 抽出を行
い 得 られた 氷層と等量の イ ソ プ ロ パ ノ
ー ル を 加 え ， よく 混和
し，
－ 20てこに 1 時間 お い た ． そ の 後 ， 4 Cで 1 0000xg， 10分間
遠心 し上清を 捨て ， R N Aの 沈殿 を 75 ％エ タ ノ
ー ル で 洗浄， さ
らに 遠心 後上 清を 吸引 し， 乾煉 させ た ． 得られ た R N A を蒸留
水 50JJl で溶解 させ て R N Aの 定量 を行 っ た ． 1 0JLg あ る い は
20FLg の R N A試料を 1－1 M ホ ル ム ア ル デ ヒ ドを含む 1．5 ％ア ガ
ロ
ー ス ゲ ル で 泳動 し ， ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 B A 85くSchleicher
晶Schu ell， Ne w Yo rk， U S Al に ブ ロ ッ テ ィ ン グを行 っ た 後 ， 80
て で 2時間処理 し固定 した ． プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ は プ
レ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ 溶液 亡50 ％ホ ル ム ア ミ ド ， 5 X 標
準食塩燐酸 ソ ー ダ E D T A緩衝液 くsta ndard salin epho sphate
E D T A buffer， SS P El く20xS S P Eこ 3 M 塩 化 ナ ト リ ウ ム ，
0．2 M燐酸二 水素 ナ ト リ ウ ム ー 水和物 ， 0．025 M E D T Al，0．1 ％牛
血清 ア ル ブ ミ ン ， 0．1 ％ ポ リ ビニ ル ピ ロ リ ド ン ， 0．1 ％フ ィ コ
ー
ル ， 0．1 ％ ドデシ ル 硫 酸ナ ト リ ウ ム くs odiu m dode cyl s ulfate，
S D Sl，100JLgノml変性 サ ケ 精子 D N Aコ の 中で37 C． 2時 間行 っ
た ． ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ソ 溶 液 く50 ％ホ ル ム ア ミ ド ，
5xS S P E， 0．1 ％牛血 清 ア ル ブ ミ ン ， 0．1 ％ ポ リ ビニ ル ピ ロ リ ド
ン ， 0．1 ％ フ ィ コ ー ル ， 0．1 ％ S D S， 1 00p gノml 変性 サ ケ 精 子
D N A お よび32P 標識 オ リ ゴ ヌ ク レオ チ ドプ ロ ー ブン を 加え ，
37てこで1 2時間以上 ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た ． フ ィ ル
タ ー の 洗 浄 ほ ， ま ず 3 X 標 準 ク エ ン 酸 加 食塩水くsta nda rd
salin e citr ate， SSCH20x S S Cこ3 M塩化 ナ ト リ ウ ム ， 0．3 M ク エ
ン 酸 ナ ト リ ウ ム1， 0．1 ％ S D S で室温下 に 3 0分間行 い ， 次 に
0．1xS S C， 0．1 ％ S DS で室温下 に3 0分間行 っ た 後 ， 0．1XS S C，
0．1 ％ S D S で37 て， 30分間行 っ た ． 洗浄後 ， オ ー ト ラ ジ オ グ ラ
フ ィ ー は 増感 ス ク リ ー ン を 用 い ， －8 0 てこ で24時間行 っ た ． フ
ロ ー ブ と して ， ラ ッ ト P R Lm R N A
31Iの 転写開始点よ り数 えて
12 レー162番目 の42塩基 に 対 して相補的と な る合成オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド く5
J
－G T A G T G A G A A A G C A T G A C C A C A C G G T C A A－
A C A G C T C C G G G A G－3
－
1 く宝酒造 ， 東京Iを用い た ． プ ロ ー ブ の
標識ほ tT
32
Pコ A T P を標識基質 と して ， 5
，
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Fig．1． Dos e－depe nde nt effe ct of cyclo sporin A くCsAI o n
prola ctin くP R LI s ec retio n fr o m G H， C ells． After the
inc ubation of c onflu e nt G H3 C ells with v ario u s c on c e ntr ati－
O n sof CsA for24 hr， P R Lrele a s ed into the m edia w e re
m e as ur ed by radioim m u n oa ss ay くRI Al． T he v alu es
repr e sent the m e a n士S DくN こ 5I． ホpく0．05， 躊 韓pく0．01，
輌
pく
．0．001， 蠣 轡 pく0．0005c Qm pa red with c ontr ol．
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32p 標識 しく比活性 1 N 2xlO8cpmJIJLgD N AJ， ハ イ プ リ ダイ ゼ ー
シ ョ ン 液中の プ ロ ー ブ濃度は 1 蝕gノ皿1 と した．
W ． 統計学的処理
各測定値 は平均値 士標準偏差くm ea n士S DJで表わ した ． 得ら
れたデ ー タ の 2群間の 有意差検定は ， Stude nt の対応の な い t
検定法を用い ， pく0．05を 有意差あり と した ．
成 績
l ． CsA の P RL 分泌に与える影響
24時間培養後 の 培地内 P R L含量は ， CsA に よ っ て 用 量依存
性に 抑制 され た ． す なわ ち ， CsA 非存在下培養後 の P R L含量
1 668 士262ngJlウ ニ ル に 比 して ， 100ngノml CsA 存 在下 で は
11 92士153ngノウ ェ ル くpく0．0り， 2000ngJlml CsA 存 在下 で は
904 士107ngノウ ェ ル くpく0．0005I と 有意 に 抑制 され て い た く図
1I． CsA の P RL分泌抑制効果 の 経時的推移 を園 2 に 示 す ．
1 00nglml CsA を 添加12時間後の 培地中 P R L含量は ， CsA 非
添加の そ れ の 79．8 ％ と有 意に 低下 しくpく0．05う， 2 4時間後 で
7l．5 ％くpく0月1 ， 36時間後 で 70．4 ％ くpく 0．05さ， 48時 間後 で は
59．2 ％くpく0．051 で あ っ た ． 一 方 ， 細胞 内 PRL 含量は ， CsA 非
存在下に 比 して ， 1J，b 50ngノmlの CsA 存在下でほ ． 若干増加傾
向を ， 500〆 －2000ngノmlの CsA 存在下 で は逆 に 低下傾向を認め
たが ， い ずれ も有意な変化で は なか っ た く図 3I． ま た ， 細胞 内
P R L含量の 変化ほ ， 培地 内 P R L含量 の そ れに 比 べ ると極め て
軽微 で あ っ た ．
次 に ， CsA に よ り抑制 され た P R L分泌能が ， CsA 除去後に
回復す るか 否か を検討 した ． CsA 除去 一 洗浄後24時間培養 した
も の で ほ ， CsA で前処置 した 方が有意 に 培地内 P R L含量 ほ 低
下 して い た がくpく0．0り， 除去後24ノ 旬 胡 時間の 間に 培地中に分泌
され た P R L含量に ほ 低下 傾向は認め る もの の 有意差は なく ，
除去後48〆 －72時間の それ で は CsA 非前処置の もの と ほ と ん ど
同 じ レ ベ ル で あ っ た く図4I． すなわ ち ， CsA の P R L分泌抑制
効果ほ t CsA 除去後48時間以降に ほ消失 して い た こ とか ら ， 可
逆性 の 変化で あると 思わ れ た ．
汀 ． CsA の GH， 細胞に 対す る細胞毒性の有無
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Fig． 2． Tim ec o urs e ofthe effe ct of CsA o nP R Ls e cr etio n
fr o mGH3 C ells． Fr o mthe O－tim e， the c e11s w er e m aintaト
ned in the m ediu m withく0lor witho utく砂ナ100nglml
CsA ． T he P R Lc o nte nts in the rn edia at 4， 8， 12， 24， 36
a nd 48 hr w er e m e asured by RIA． Ea ch pointis m e a n of




pくn．QI compar ed with
c o ntr ol．
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ト リ パ ン ブ ル ー を 用 い た色素排除法 で 検討 した と こ ろ ， CsA 非
添加で は 生細胞 の 割合 は 94．6 土2．9％ で あ っ た が ， 1 00ngノml
CsA 添加 に て 93．1士2．4 ％， 2000nglmlCsA 添 加 で ほ9l．2 土
1－8 ％ と， CsA が高濃度に な るほ ど生細胞 の 割合ほ減 じた が ，
有意差は 認め な か っ た く各 々 N ニ 3I． ま た ， 細 胞 内蛋白畳も
CsA 添加お よ び非添加 では l 有意差 ほ 認 め られ な か っ た く図
51． 以上 よ り ， 今回 用 い た CsA 濃度で は ， 有意な細胞毒性 は
認め られ な か っ た と い え る ．
II． 各種 P R L放出刺激に対する CsA の影響
まず ， G H， 細胞 内に 貯蔵 され た P R Lの 放出刺激 とな るホ ル
モ ン あ るい は細胞内セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー の 効果 に ， CsA が
い か な る 影響 を及ばすか検討 して み た ． 刺激薬剤を投与 しな い
コ ン ト ロ ー ル 群 で は ， 30分間の 培養時間中 に 培地中に 放出され





































0 1 10 50 100 500 10 00 2000
CsA conc entr atio nくngImけ
Fig， 3． Dos e－depe nde nt effe ct of CsA on the intr a c e11ula r
P R Lc o nte nts in G H3 C e11s． After the incubatio n of
C O nflu e nt G H3 C ells with v ario u s c o n c e ntr atio n s of CsA fo r
24 hr， the intr a c ellularP R Lc o nte nts w er e m e a s u red by
RI A， aSde s cribed in Materials a nd Methods． T he v alu e s
repre s e nt the mea n土S DくN ニ 3I．
24 48 72
Tim eくhrI
Fig． 4． Re v er sibility ofthe effe ct of CsA o nP R Ls e cr etio n
fr om G H3 C e11s． After the in c ubation of c o nflu e nt G H3
C e11s in the m ediu m with くhaLtChed c olum nl or witho ut
くclo s ed c olu m nJlOOnglml CsA for 24 hr， the m ediu m
W a S re m O Ved， a nd the c e11s w ere w a shed twic e by
phosphate－buffer ed s aline． Therlthe c e11s w er e m aint ined
with the fr esh m ediu m witho ut CsA， a nd the m ediu m w a s
e x cha rlged e v e ry 24 hr u nti1 72hr． The P R Lc o nte nts
r eleas ed into the m edia e v ery 24 hr w er em e a s ur ed by
RI A． T he valu e s repr es e nt the m e a n士S D くN ニ 3J．
＋
pく0．01c ompa red with c o ntr ol．
5．6 土0－8ngノウ ェ ル で あ り ， 有意差 ほ認め な か っ た ． また ， 30分
間の P R L分泌 量は ， CsA 非添加対照に 比 し ， T R Hで1 0．4fE，
VIP で9．7倍 ， T P Aで 9．9倍 ， Bt2 CA M P で8．3倍 ， A 23187 で
14．2倍 と各 々 明らか な増加を認め た が ， それ らほ CsA 添加に
よる影響 を受け なか っ た く図6う． すなわ ち ， CsA は各種薬剤の
P R L放出刺激効果 に はほ とん ど影響を与え なか っ た ．
N ． 各種 P R L生合成刺激に対する CsA の影響
次に ， P R L生合成刺激作用を有す るホ ル モ ン あ る い は 細胞
内 セ カ ン ドメ ッ セ ン ジ ャ ー の 効果 に ， CsA が い か な る影響を及
ぼすか検討 して み た ． 24時間の 培養時間中に 培地中に 分泌され
た P R L量 ほ CsA 非添 加 で 1 800ngノウ ェ ル ， CsA 添 加で
1367 士42ngノウ ェ ル で あり ， CsA は有意に P R L分泌量を低下
させ た くpく0．0005l． 24時 間の P R L分泌量は ， CsA 非添加対照
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Fig． 5． Influ e n c e of CsA o n c ellularpr otein c o ntents． After
the in c ubatio n of c onfIu e nt G H， C e11s with v ario us
C O n C e ntr atio n s of CsA for 24hr， C e11ular pr otein w as
qu a ntitated asdes cribed in M aterials a nd Methods． T he
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Fig， 6． Influ e n c es of CsA o n P R Lr ele as e s stim ulated by
V a rio us s ec r etagogu e s． A fterthe in c ubatio n of c o nflu e nt
G H3 C ellsin the m ediu m withくhatched c olu m nlor witho ut
くclo s ed c olu m n1 100ngノml CsA for 5 rTin， V ario us
SeCretagOgu eS， i．e．， 0．2 m M thyrotr opin－r ele aslng hor m o ne
くTR印， 0－2m M v a so a ctiv eintestin alpeptideくVIPl， 100nM
1 2－ 0－tetrade c a noyトphorbol－1 3ha C etate くT P Al， 0．5 m M
dibutyryl cA M PくBt2CAMPJ or40m M c a．1ciu m io n ophore
A 231 87， W e re ad ded， a nd the ce11s w er ein c ubated for30
min． T he P R Lc o nte nts in the m edia w e re m e a s ur ed by
RI A． T he v alu e s r epre s e nt the m e a n士S DくN ニ 3I．
シ ク ロ ス ポ リ ソ A の プ ロ ラ ク チ ン 産生抑制効果
T P A で2． 7倍 と 各 々 明 らか な 増加 を認 め た く図 り 一
一 方 ，
CsA は各 種薬剤 に よ り 増加 し た P R L分泌量 を ， T R H で
69．6％， VIP で69．3 ％， Bt2CA M Pで62．1％と 各 々 明 らか に 減少
させ た が ， T P Aの そ れ に は 影響 を 及ぼ さ なか っ た く図 7 ，
T R Hニpく0．0005， V IP， BtzcAM Pニ pく0．001l－ しか し ， P R L分
泌量は ， CsA 添加対照 に 比 し， T R Hで1－7胤 V IP で1■ 軋
Bt2 CA M P で1．5倍 で あ り ， CsA 非添加 の 場合 と ほ ぼ 同等 で
あ っ た ． すなわ ち ， CsA は， 各種 P R L生合成刺激に 対す る細
胞の 反応性に ほ 影響 を及ぼ さな い と考 え られ た ■
さ ら に ， 24時間の CsA 前処置 の 有無が ， 各種薬剤 の P R L生
合成刺激作用に 影響 を及 ぼすか否か に つ き検討 した ． 5時間の
培養時間中 に 培地中に 分泌 され た P R L量 は t CsA 非添加 で
333 土20ngノウ ェ ル ， CsA 添加 で 1 38 士8．7ngノウ ェ ル で あ り ，




















Co ntr oI T R H VJP TPA Bt2cAM P
Fig． 7－ Influ e n c es of CsA o nthe stim ulated P R Lsynthes es
by v ario u s se cr etagogu e s． Co nflu e nt GH3 C e11s w ere
in c ubated in the m ediu m with くhatched c olu m nl or
witho utくclos ed c olu m nll OOnglml CsA a nd with v ario u s
s e cretagogu e s， i．e． ， 0．2 m M T R H， 0．2 m M VIP， 100nM
T P AorO．5 m M Bt2 CA MP，for24 hr． T he P R Lc o nte nts
in the m edia w er e m e a s ur ed by RI A． T he v alu e s
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Fig．8． Influ e n c e s of pr etr e atm e nt of CsA o n P R Lsynthes－
es stim ulated by v a rio u s s e cr etagogu e s． After the
in c ubatio n of c o nflu e nt G H， C e11s in the m ediu m with
くha．tched c olu m nl or withoutくclo s ed c olu m n1 100nglml
CsA for24hr， the mediu m w as r e m o v ed， a nd the c ells
W er ein c ubated in the fresh m ediu m with or witho ut lOO
ngノml CsA and with v ario u s s e cretagogu es， i．e ．， 0．2 mM
T RH， 0．2 m M VIP， 1 00nM T P Ao rO．5 m M Bt2 CA M P，




P R L分泌量は 王 CsA 非 添加対照 に 比 し ， T R H で1． 3倍 ，
Bt2CAM Pで1．5倍 ． T P A で1．5倍 と各 々 明 らか に 増加 した が ，
V IPの そ れ は1．1倍 で あり明 らか な変化 はみ られな か っ た ． 一
方 ， CsA は各種薬剤に よ り増加 した PR L分泌量を ， T R Hで
39．6 ％， VIP で 46．2 ％， T P Aで 43．5 ％と各 々 明 らか に 減少 させ
た が く図 8 ， T R H， VIPニ Pく0．0005， T P Ai pく0－005ン，
Bt2CA M Pの み 有意な減少で ほな か っ た く76．8 ％． p ニ 0．1 0l． しか
し ， P R L分泌量は ， CsA 添加対照 に 比 し， T R H で1．2倍 ，
VIPで1．2倍 ， Bt2 CA M P で2．8倍 ， T P A で1． 5倍 で あ り ．
CsA 非添加の 場合に 比 して 明 らか な 反応性 の 低下は認 め られ
なか っ た ． 以上 よ り ， 特に CsA 前処置を加 えて も ， CsA は各
種試薬に 対す る細胞 の 反応性を低下 させ な い と考え られ た ．
V
．
CsA の P R Lm RN A レベ ル に 対する影響
ノ ー ザ ソ 法に よ る CsA の P R Lm R N Aレ ベ ル に 対する影響
rCsAく叶HCsA Hl
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Fig． 9． Effects of CsA o n P R Lm R N Aco nte nts in G H3
c els． Afte rthein c ubatio nwith or witho utlOOnglml CsA
for24 hr， the c ells w er eha rve sted， a nd totalc ellularR N A
w a sisolated by gu a nidin u m thio cya n ate－phe n oILChlor ofor m
e xtra ctio n asdes cribedin Mate rials a nd Methods． Both l O
くIan e s2 a nd 4l a nd 20 FLg く1a n e sl a nd 3l of total R N A
w er e s ubje cted to l ％ for m aldehyde －agar O Segel ele ctr oph－
or e si a ndtr a n sferred to apie c e of nitr oc ellulos efilterfor
hybridization with oligo n u cle otide cD N Apr obe to rat P R L
m R NA． Arr o w sindic ate the r elative migratio n of 28Sa nd
18S R N As r u n o nthe sa m egel． An R N Aspe cie s
comigratiTlg with 18S R N A is apo ssible pr e c ur so r of P R L
m R N A． U V transillu min atio n de m o n str ated equ al
qu antitie s of R N Aap plied to ethidiu m br o mide stain ed
agar os egeHlo w erl． CsA 什1， With l OOngJml CsAニ CsA
く－ l， With buffer o nly．
590 氷
の 検 討で は ， 明 らか に CsA lOOngノ氾1添加の 方 が ， 非添加 に 比
して P R LrnR NA の 発現ほ 減少 して い た く囲 91．
考 察
P R L分馴 こ及ぼす CsA の 影響 に つ い て検討 した 報告は極め
て少ない － Ca rdo n らは ， ラ ッ トを 用い た実験 で ， CsA 腹腔内
投与 1時間後 に 血清 P R L濃度は約 4倍 に 増加 した と報告 して
い る
321
． しか し Da v e npo rt らは ， ラ ッ トに CsA 15mg J
lkg を21
日 間投与 した と こ ろ ， 血 清 P R L濃度 お よび 下垂体 PR L含量に
特 に 変化 ほ認 め なか っ た と 述 べ て い る3ユ1． 著 者は 以前 ， ネ フ
ロ ー ゼ 症候群患者に対 して そ の 治療 目 的に CsA を 一 日 6m gノ
kg を 4
ノ ーノ12週間投与 した 際に ， CsA の 下垂体 ホ ル モ ン 分泌
及ぼす影響に つ い て検討 した と こ ろ ， P RL 分泌は CsA に よ り
有意 に 抑制さ れ る こ と を報告 したヂ ． こ れま で の 検討 は す べ て
生体内で の CsA の 効果を 評価 した もの で あり ， 間接的 な 因子
の 関与 ， すなわ ち視床下部で の 変化を介 した 可 能性や ， CsA に
よ る腎障害が何 らか の 因子を 介 して PRL 分傾如こ影響を及ぼ し
た 可 能性等も考 えられ る ． そ こ で今 回著者は I CsA が直接下垂
体に影響 を及ぼすか香か を 調 べ る 目的で ， 培養 ラ ッ ト下垂体腫
瘍細胞 G H3細胞 を用 い て ， P R L分掛 こ及ぼす CsA の 直接効果
の 有無に つ き検討 し た ． 今 回 用 い た G Ha 細 胞 ほ ． 1 9 6 8年
Tashjia n らに よ り ラ ッ ト下垂体腫瘍紳胸 か ら株化 された 培養
細胞 であり狗， G H お よ び P R Lを産生 ． 分泌する こ と が知 られ
て お り ， P R L分塙如こ関 して は t 酵素処動 こよ っ て分離 された 培
養糸 の 正 常下垂体細胞 と同様な分泌調節機構 を備 えて い る こ と
が確認 され て い る2TI ．
今 回 の 実験結果を要約す る と 以下 の ご と く で あ る ． す な わ
ち ， 二り CsA ほ Gfも細胞か らの P R L分泌 を用量依存性 に 抑
制 した ． 21 CsA は細胞内 P R L含有量に ほ有意な変化を 及 ぼ
さな か っ た ． 31 CsA ほ G H， 細胞 に お け る 細胞内 P R L
m R N Aレ ベ ル を 低下 さ せ た ． 41 CsA は G H， 細胞 か ら の
P R L放出を刺激す る各種田子くT R H， VIP， T P A， Bt2 CA M P，
A 2 31 87Iの 作用に対 し て l 短時間く30分1の イ ン キ エ ペ ー シ ョ ソ
で は 影響を 与え なか っ た ． 5つ TR H， VIP， T P A， Bt2CA M P等
の P R L生合成促進効果に 対 して CsA ほ抑制効果を 示 した ．
まず ， これ ら の 結果 を解釈す る前 に ， P R Lの 生合成ある い ほ
分甚酎こ対 して CsA が抑制効果 を及ぼ した 場合に ， そ の 効果 が
CsA に よる単 な る細胞障害 の 結果 であ る可 能性を 検討 して お
く必要がある ． 結果 に 示 した様 に ， トリ バ ン プ ル ー を 用 い た色
素排除法で の 検討お よび 細胞内蛋白畳 の 検討 で ほ ， 今 回用 い た
濃度の CsA で は有意な変化を認 めな か っ た こ と ， CsA 除去後
に P RL分泌能 の 回復 が認 め られ た こ と ， さ ら に CsA 存在下で
も各種 P R L分泌刺激 に対す る反応性 が保持 され て い た こ と 等
か ら CsA の 細胞障害 の 結果を見て い る こ とは 否定的と思 わ れ
た ■ ま た f 実際 に 臨床 で 用 い ら れて い る CsA ほl 血 中濃度
くtr o ugh lev elJ が 100へ ノ1 5Dngノml に な るよう に 投与量 の 設定が
な され て お り ， 以前著者が P R L分泌低下を報告 した ネ フ ロ ー
ゼ症候群症例に お い て も同程度 の 投与量であ っ た こ とか らも，
今回用 い た CsA の 濃度ほ同薬剤が下垂体 P R L産生細胞の機能
に及ぼす直接効果 を検討す るた め に 適 したも の で ある と 思わ れ
る ．
した が っ て ， 上述 の 結 果 ほ ， CsA は G H3 細胞 に お い て
P R L遺伝子の 発現を抑制す る こ と に よ り選択的に P R Lの 生合
成 一 分泌を低下 させ る こ とを 示唆する ． P R LmR N Aの 減少 に
も拘わ らず細胞内 P R L含有量 に は 有意 な変化 が認 め られ な
か っ た こ とほ ， G H3 細胞ほ 生合成 され た P R Lを細胞内に 分 泌
顆粒と して貯蔵す る こ と な く速 や か に 細胞外 に 放出す ると され
て い る2T， こ とか ら ， 特 に 矛盾す るもの で ほ な い と思わ れ る．
一 九 T R H， VIP， T P A， Bt2CA M P， A 231 87な どの 刺激に対
して ， 30分とい う短時間で ほ影響 を与 えず に ， 24時間の 培養実
験 で は抑制効果を 示 した こ と も， P R Lの 放 出で ほ なく生合成
が主 に CsA に よ り抑制される こ と を示 竣す ると 共に ， CsA に
よ る抑制効果ほ ， そ れ らの 刺激 因子 が作用 す る細胞内情報伝達
経路 とは 異な る経路を介 して発現 した もの で ある 可 能性 を推定
させ る結果と考え られ る ． 一 般 に ， T R H ほ細胞膜受容体 と連
関 した ホ ス ホ リ パ ー ゼ C を活性化 し， 1フ ジア シ ル グ リ セ ロ ー
ル くdia cylglyc er ol， D A GI の 増加 に よ る蛋白 リ ン 酸化酵素 C キ
ナ ー ゼ の 活性化 お よ び ， 21 イ ノ シ ト ー ル 3 リン 酸 くin osit。I
triphosphate，IP 31の 増加 に よ る CaTカ ル キ ジ ュ リ ン 系 の 活性化
と い う二 つ の 細胞内情報伝達系を介 して P R Lの 放出お よび 生
合成を先進 させ が 州 ． ■ 一 九 V工P ほ細胞膜受容体 と結合軋
ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ を 活性化 し ， CA M P を増加 させ る こ とに
よ り蛋白リ ン 酸化酵素A キナ ー ゼ を 活性化 し ， P R Lの 放出お
よび 生合成を冗進 させ る37，． 細胞内セ カ ン ドメ ッ セ ン ジ ャ ー で
ある T P Aお よび Bt2 CA M P は， 各 々 C キ ナ ー ゼ お よ び A キ
ナ ー ゼ を直接刺激す る こ と で 珊 ， また カ ル シ ウ ム イ オ ノ フ ォ ア
A 231 87 は細胞内遊離 Ca 濃度を 上 昇 させ る こ と に よ り P R L放
出お よ び生合成を充進 させ る 叩 ． 各 種刺激後短時間 で の P RL
分泌は ， 貯蔵 P R L を放出す る まで の 細胞内情報伝達系 の 変化
を表わ して い ると 考え られ る が ， それ に ほ CsA は特 に影響を
及 ぼ さ ない と い う 今回 の 結 果ほ ， CsA が細胞内情報伝達系に 関
与する 工P3代乱 Ca2 ＋濃度 ， 各種 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ 活性等に
影響を 及 ぼ さな い と する ， これ ま で の 報腎 里こ矛盾 しな い も の
で ある ． PR Lの 生合成 を主 に 反映す る と考え ら れ る2 4時間の
培養実験 に お い て t 培地 中に分泌 され た P R L量ほ 明 らか に ど
の 薬剤に お い て も CsA で 抑制され た ． P R Lm R N Aの 発現が
CsA に よ り抑制 さ れ た こ と を考 えあわ せ る と ， CsA は P R L遺
伝子の 転写 レ ベ ル を阻害 して い る可 能性が強い と思わ れ る． 遺
伝子転写 レ ベ ル に おけ る CsA の 抑制的作用 に 関 して は ， T リ
ン パ 球の Iし2遺伝子発現で研究 が進 ん で お り ， 以下 の 機序が
明 らか と な っ て い る ． すな わ ち ， CsA は細胸内 CsA 結合蛋白
であ る CyP に 結 合 し， CsA－CyP 複 合体 を形成す る1 り． CyP
は ， 分子量18 キロ ダ ル ト ン ， 1 63残基の ア ミ ノ 酸 か ら な る 可 溶
性蛋白 で ， 哺乳類 では 殆 どすべ て の 範織 に 総蛋白量 0．1 へ 0．4 ％
の 存 在此 で存在 して お り牌 ， ヒ ト T リ ン パ 乳 ラ ッ ト脳 よ り 単
離 されす で に そ の ア ミ ノ 酸 配列も解明 され て い る41－ ． ま た ，
CyP は細胞内 ペ プ チ ジ ル ． プ ロ リ ル ■ シ ス ト ラ ン ス ． イ ソ メ
ラ ー ゼ くpeptidyトpr olylcis－tra n Sis o m er a s el と 同 一 で ある こ と
も判明 して い る川t8，． こ の CsA－CyP 複合体 が ， Ca2＋ と カ ル キ
ジ ュ リ ソ 存在下で カ ル シ ニ ュ ー リ ン に 結合 し ， そ の 脱リ ソ 酸化
酵素活性を阻害す る 甥旧，． 王し2遺伝子 の 転写因子 N ト A Tの 細胞
質成分ほ脱リ ン 酸 化を受け られ ず ， そ の 結果核内 へ の 移行が阻
害 され ， ル 2 遺伝子の 転写が抑制 され る と考え られ て い る川H 引
G H3 細胞に お い て も， これ と類似 した 機序に よ り P R L遺伝子
の 転写が阻害 され て い る こ とが 可 能性の 一 つ と して考 え られ ，
本葉験糸ほ ホ ル モ ン 産生 ■ 分泌細胞で CyP やカ ル シ ニ ュ ー リ
ソ が 果た して い る役割 を検討す る上 で も興味深 い 系 で あると思
わ れる ．
シ ク ロ ス ポ リ ソ A の プ ロ ラ ク チ ソ 産生抑制効果
近年 ， 免疫担当細胞 で 産生 l 放 出され る多くの サ イ ト カ イ ン
が末梢ある い は 中枢の 内分泌細胞 に 直接作用 しホ ル モ ン 分 断 こ
影響を及ぼす こ と ， 下垂体や 視床下部 に おけ る内分泌細胞自体
が各種サ イ ト カ イ ン を 分泌す る こ と ， ま た免疫担当細胞自体が
種々 の ホ ル モ ン を 分泌す る こ と 等が 明 ら か と な り ， い わ ゆ る
r神経 一 内分泌 一 免疫相関J と い う概念が 提唱 さ れ て い る
物
．
P RL と免疫系に 関 して ほ 1 1989年 Ru s se11らに よ っ て ， T リ ン
パ 球お よ び B リン パ 球 の 細胞膜 に P R L受容体が存在す る こ と
が示 され
43I
， P R L は リン パ 球 の 成長因子 ， 免疫反応 の 刺激因子
と して認識 され る よ う に な っ た44I． 実 際， P R L が免疫調節作用
を有す る こ と を 示す成績 と して ， Nag yら ほ ， 下垂体摘除 ラ ッ
トの リ ン パ 球 で 羊赤 血球 に 対する抗体産生 が低下 し ， P R L投
与に よ っ て 回 復す る こ と を報告 して い る
4 5，
． また ， Palestin eら
は ， 自己免疫性 ブ ド ウ膜炎 に ブ ロ モ ク リ ブ チ ソ を 投与 し血 清
PR L濃度を低下さ せ た 場合 ， 治療成績 は改善 し CsA の もつ 免
疫抑制効果 が増強 した と 報告 し崎 ， 同様 に ， Lars o nらは ， 心臓
移植後患者に CsA を投与 した と こ ろ ， 術後血 清 P R L濃度 の 低
い 群の 方が ， 移植 され た 心 臓に拒絶反応が認め られ な か っ た と
報告 して い る
珊
， 今回 著者は CsA が P R L分泌を抑制す る こ と
を報告 した が ， こ の こ とほ 臨床的に は ， CsA が生体内で は T リ
ン パ 球 に 対する 直接作用 に 加え て ， さ ら に P R L分泌低下を介
する間接的な免疫抑制効果も発揮 して い る可 能性を 示唆する事
実とも考 え られ 興味深い ．
結 論
培養 ラ ッ ト下垂体腫瘍細胞株 G H3 細胞を 用い て ， CsA の 下
垂体細胞 に おけ る P R L分馴 こ及 ぼす直接的影響を検討 し ， 以
下の 結論を得た ．
1 ． CsA は， G H3細胞 に おける P R L分泌を添加後12時間以
降に お い て 用 量依存性に 抑制 した ． 一 方 ， CsA は ， 細 胞 内
P R L含量に は影響 を与 えな か っ た ．
2 ． CsA に よ る P R L分泌抑制効果 は ， CsA 除去後48時間以
降で は消失 した こ と よ り ， 可 逆性の 変化 で あると 思われ た ．
3 ． CsA は， T R H， V IP， T P A． Bt2CA M P， A 231 87に よ る細
胞内貯蔵 P R L放出に は 影響を及 ぼ さな か っ た ．
4 ． CsA ほ ， T R H， VIP， T P A， Bt2CA M Pに よ る P R L生合
成促進効果 を抑制 した ．
5 ． CsA に よ り ， 細胞内 P R Lm R N A発現量ほ 減少 した ．
6 ． 以上 の 結果は ， CsA は G H3細胞 に おけ る PR Lの 放出能
に ほ影響を 及 ぼ さな い が ， P R L遺伝子発現 を抑制す る こ と に
よ り P R Lの 生合成 を低下 させ る こ と を示 唆す る ．
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Abstract
CyclosporinAくCsAl， apOte ntirr 皿 un OSuppreSS ant，is kno w nto have v arious efftcts onthe end 血 ne syste m sincluding
thepituitarygland， the adrenalc orte x， the testes， and thepan Cre aticislets． In this study， thedirecte蝕 cts ofCsA o npr olactin
rele ase andsynthesisin GH3 C e11s， a Clon alstrain ofratpituitary t umOr， W ereinv estigated． A fterthein cubation ofc o nflue nt
GH3C e11s wi thv arious co ncentrations of CsA for24 hr，PrOlactinlevelsin dle m ediadecreased in adose
－dependent m annerニ
by28．5 ％with100nglmlCsAく匹0■01Jand by45．8％ with 20 00nghnlCsAく匹0．00051c o mpared wi thco ntroIcells－ On the
otherhand， n O Slgni 負c antChangeS Wer e Observ edin theintrac ellular C O nte ntS Ofprolactin． A fter re m ovalofCsA 加 m the
m ediu m， GfI3 C e11s fully rec o v ered the secretory activity in the n ext 24
－4 8 hr， thusindicating the re versibility of the
inhibitory eff tcts of CsA o npr olactin secretio n． The effects ofv ario us secretagogue s，i．e ． ， 血yrotr opln
－releaslng horm o n e
くT R Hl， V aS O a Ctiv ein tesdnalpeptideくV 工PJ， 12－ 0 －t eb
－
adec an Oyl十phorboト13－a C et ateCr P Al， dibutyrylcAM PくBらCA M Pl， Or
calcit mion ophoreA 23187， On prOlactinreleas ein GH3 Ce11s w erenotinnu enc edby CsA． Ho w e v er，dle Sti
m ulatory e蝕 cts
ofT R H， V I P， T P A， Or BらCAM Ponpr olactin syndleSis w er e signiBc an tlyinl1ibited byCsA． No rthem blot an alysis re ve ald
a decreasein the pr olactin mR N A le v el in the cells treated with CsA． In c o n clusion， itis s uggested thatCsA inhibits
prolactin secretio nbyreducing 血erate ofbiosymthesis， a ndits site ofaction m aybe onprolactingen e e xpressio
n
．
